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摘要 : 【目的 克隆 棉 蚜 Aphis gossypii Glover 溶菌 酶 基因 并 进行 原核 表达 ,分析 其 在 不 同日 龄 和 不 
同 寄主 植物 上 棉 蚜 体 内 的 表达 特征 ,为 进一步 研究 溶菌 酶 的 功能 及 其 与 棉 蚜 共生 菌 间 的 关系 黄 定 
Am. [JA] VAM RRS RNA 为 模板 ,采用 RT-PCR 与 RACE 方法 获得 棉 蚜 溶菌 酶 基因 的 
cDNA 全 长 序列 ;将 信号 肽 序列 剪 切 后 的 棉 蚜 海 菌 酶 基因 片段 连接 到 原核 表达 载体 pET-30a ,并 转 
化 到 大 肠 杆菌 Eschericha coli 中 进行 诱导 表达 ;采用 定量 PCR 方法 测定 该 基因 在 不 同日 龄 (1 -19 
HA) 以 及 西戎 芦 黄 瓜 和 再 豆 等 不 同和 寄主 植物 上 棉 蚜 体内 的 相对 表达 量 。 【结果 】 克 隆 获 得 棉 蚜 
溶菌 酶 基因 ,命名 为 AgLYS( GenBank 登录 号 : KY575341) ,cDNA 全 长 为 680 bp, JF2X Wiz FE A 516 
bp ,编码 172 个 氨基 酸 残 基 。AgLYS 的 N- 末 端 含有 长 度 为 36 个 和 氨基酸 残 基 的 信号 肽 序列 。 系 统 
发 育 分 析 表 明 , 棉 蚜 溶菌 酶 属于 1 型 溶菌 酶 ,并 且 与 腕 豆 蚜 Acyrthosiphon pisum i 型 溶菌 酶 基因 的 氨 
基 酸 序列 一 致 性 达 90% 。AegLYS 可 在 大 肠 杆 菌 中 诱导 表达 ,表达 蛋白 分 子 量 为 20 kD ZA, AgLYS 
在 1-19 日 龄 的 棉 蚜 体内 均 有 表达 ,但 在 1 -9 日 龄 棉 蚜 体内 表达 量 较 低 ,11 日 龄 后 的 棉 蚜 体内 表 
KEMBLA E(P<0.01), AW, ABH PF EF TAA ALYS 的 表达 量 极 显著 高 于 在 黄 
瓜 和 开 豆 上 饲养 的 棉 蚜 体内 的 表达 量 (P<0.01)。[【 结 论 ] 从 棉 蚜 中 克隆 获得 了 i 型 溶菌 酶 基因 
AgLYS, 并 在 大 肠 杆 菌 中 诱导 表达 。 棉 蚜 AgLYS 基因 的 表达 量 受 蚜虫 日 龄 及 所 取 食 寄主 种 类 的 影 
响 ,推测 棉 蚜 i 型 溶菌 酶 AgLYS 可 能 与 棉 蚜 体内 共生 菌 种 群 密度 的 调控 相关 。 
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Cloning and expression analysis of lysozyme gene AgLYS in the cotton- 
melon aphid , Aphis gossypii (Hemiptera: Aphididae) 

ZHANG Yuan-Chen, LIU Xiang-Dong ' ( College of Plant Protection, Nanjing Agricultural University , 
Nanjing 210095 , China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to clone the lysozyme gene of the cotton-melon aphid Aphis gossypii 
Glover, to construct the expression system of this gene in Escherichia coli, and to analyze its expression 
profiles in aphids of different day-old and reared on different host plants, so as to further research the 
biological function of this gene and to illustrate the relationship between lysozyme and symbionts in 
aphids. [Methods] The total RNA was extracted from apterous adults of A. gossypii and used as the 
template to clone lysozyme gene and to obtain the full-length cDNA sequence using RT-PCR and RACE 
techniques. The gene fragment of lysozyme gene in A. gossypii without signal peptide sequence was 
linked to the expression vector pET-30a and then transformed into E. coli to express. The qRT-PCR 
method was used to examine the relative expression levels of the lysozyme gene in A. gossypii of different 
day-old (1 - 19-day-old ) and reared on different host plants ( zucchini, cucumber and cowpea). 


[ Results] A lysozyme gene was cloned from apterous aphids of A. gossypii and named AgLYS with the 
GenBank accession no. KY575341. The full-length cDNA of AgLYS is 680 bp, and its ORF is 516 bp 
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which encodes 172 amino acid residues. A signal peptide sequence with 36 amino acid residues was 
found at the N-terminus. The phylogenetic analysis showed that the lysozyme of A. gossypii belongs to 1- 
type and has 90% amino acid sequence identity with that of the pea aphid Acyrthosiphon pisum. AgLYS 
was expressed in E. coli, and the expressed protein has the molecular weight of approximate 20 kD. 
AgLYS could be expressed in 1 — 19-day-old A. gossypii aphids. Its expression levels were lower in 1 -9- 
day-old aphids, but increased extremely significantly in 11 — 19-day-old aphids ( P «0. 01). The 
expression levels of AgLYS were extremely significantly higher in A. gossypii aphids reared on zucchini 
than in those reared on cucumber and cowpea ( P «0.01). [Conclusion] Lysozyme i-type was found in 
A. gossypii, and AgLYS was cloned and expressed in FE. coli. The expression of AgLYS is influenced by 
developmental stages of A. gossypii and host plants. It is inferred that AgLYS might be involved in the 
regulation of population density of symbionts in A. gossypit. 


Key words: Aphis gossypii; lysozyme; gene cloning; gene expression; prokaryotic expression; host plant 
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水 解 细菌 细胞 壁 中 由 N- 乙 酰 胞 壁 酸 与 N- 乙 酰 氨基 
葡萄 糖 连 接 形 成 肽 聚 糖 的 B-1, 4 糖苷 键 ， 而 引起 细 
VR Ze HJ 2 ffe ( Jollés and Jollés, 1984), WA VeL BS TE 
Jy bi val RI Se EE V 38), 可 参与 生物 的 防御 过 程 
( Jollés and Jollés, 1984; Callewaert and Michiels, 
2010). Ye bal Ma HL 1H TE BS T PE, BE S AT NE fide AE 
物 为 生物 体 提 供 生 长 发 育 所 需要 的 C 和 N 源 
(Dobson et al., 1984; Bachali et al., 2002) 。 现 在 已 
AI ETE PREIS: n] LA py 6 大 类 ,分 别 是 c 型 (chicken- 
type) g 型 ( goose-type ) , i AY ( invertebrate-type ) , Ig 
FS VS ( phage-type ) , ll fal A! ( bacterial-type ) 和 植物 
HY ( plant-type) (Jollés and Jollés, 1984), ZI P Vj 
ARMS cH g 型 和 i AY pa BE, CATERER A 
PO NEE Pal B ( Callewaert and Michiels, 2010; 5% JE 
等 , 2012), i HA A i p XE TRE Asterias rubens 中 
被 发 现 , 然 后 相继 在 环 世 动物 RBZ 
动物 和 软体 动物 中 被 发 现 (lto et al., 1999; Nilsen 
and Myrnes, 2001; Bachali et al., 2002; Callewaert 
and Michiels, 2010) , 

屁 虫 是 唯一 发 现 同时 具有 e AIF Sad BY 
类 群 ( Paskewitz et al., 2008; Callewaert and 
Michiels, 2010; Gerardo et al., 2010). 。 随 着 基因 组 
PPA Aa EA Jor ZA BJ Ac e i. PUTA A ER n BE TR P 
被 发 现 , GH XH H I Eb MV. TE tx Anopheles gambiae 
( Paskewitz et al., 2008 ) Wi Œ He R tẹ Drosophila 
melanogaster (Smith et al., 2007) , #434 H F EALE 
Harmonia axyridis ( Vileinskas et al., 2013) , 3H H 
KIRI Galleria mellonella (Yu et al., 2002) 和 家 看 
Bombyx 
Consortium, 2008), 2E $H A ii x; "f Acyrthosiphon 
pisum (Gerardo et al., 2010) ) 和 烟 粉 乱 Bemisia tabaci 
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Camponotus floridanus ( Ratzka et al., 2013) FUH D% 
t Apis mellifera ( Evans et al., 2006), X Fa ES TE E 
虫 的 免疫 防御 中 起 重要 作用 (Cong et al., 2009; 
Bathige et al., 2013), [X] EE ME TE BC A. gambiae 吸血 
Ja , H P M AY RE m EUH ( Demaio et 
al., 1996) ,同时 中 肠 内 i 型 深 阔 酶 的 表达 水 平 也 显 
车 上 升 (Paskewitz et al., 2008) 。 接 种 大 肠 杆 阔 的 人 免 
疫 组 黄粉 虫 幼 虫 血 淋巴 中 深 丙 酶 活性 在 各 温度 下 均 
显著 高 于 未 免疫 组 ( 陶 淑 起 等 , 2014 ) 5 KE AE A AR 
WO AZAR ER VS Se. CMS PAZ VE T PEAR EC 
Bij HA ij des CJ VE ER A, 1985) 。 

Vp ra SEI Ze BC IUE TIERS EHE VIR AS 
(这 明光 和 Poprawski, 1998; Hufbauer, 2002; 
Snyder and Ives, 2003 ) ,但 是 蚜虫 又 缺失 组 成 免疫 
系统 的 一 些 重 要 基因 , UN Ht A AR ( Gerardo et al., 
2010)。 因 此 , 溶 阔 酶 很 可 能 在 蚜虫 的 免疫 系统 中 
REREH. mM Aphis gossypii Glover 作为 一 种 
多 食性 的 世界 性 害虫 ,已 对 不 同化 学 药剂 产生 了 不 
辣 程度 的 抗 性 ( 稚 丽 等 , 2016; 张 帅 等 , 2016) ,因此 
对 棉 蚜 的 防 控 不 能 仪 依赖 于 化 学 药剂 ,还 需要 加 强 
栅 师 -寄主 植物 -病原 丙 或 共生 丙 三 者 间 相 互 关 系 的 
调 记 ,以 增强 和 改善 生物 防治 的 效果 ,从 而 实现 棉 蚜 
的 可 持续 绿色 防 控 。 深 丙 酶 对 病原 丽 的 防御 作用 ， 
会 降低 生 防 微生物 对 害虫 的 控制 效果 。 目 前 , 棉 蚜 
体内 的 深 画 酶 种 类 和 表达 情况 还 不 清楚 ,因此 ,本 研 
究 运用 RT-PCR 和 RACE 技术 对 棉 蚜 的 溶菌 酶 基因 
进行 克隆 ,并 采用 定量 PCR 方法 检测 了 该 基因 在 不 
同日 龄 和 不 同 寄主 植物 上 棉 蚜 体内 的 表达 水 平 , 以 
期 为 进一步 研究 该 类 溶菌 酶 在 析 蚜 体内 的 生理 功能 
PA AE Afili o 
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1 材料 与 方法 


1.1 ftu TE 

Ak Sc us Hr FII Zu 8 i Bt Jj, E F 2002 ER A F 
南京 市 卫 闵 的 黄瓜 地 ,并 在 室内 光照 培养 箱 (25 + 
1°C RH 80% 、 光 周期 14L: 10D) 中 用 黄瓜 百 饲 养 。 
本 人 研 究 所 用 的 黄瓜 品种 为 露 丰 ( 江 蔬 种 雷 科 技 有 限 
公司 ) ,西戎 户 品 种 为 新 早 青 一 代 ( 山 西 三 普 种 业 ) , 
开辟 品种 为 澳 华 长 龙 ( 澳 华科 农 种 子 有 限 公 司 )。3 
种 植物 均 在 温室 内 用 塑料 杯 在 珍珠 宕 基质 中 种 植 ， 
并 定期 浇 洪 培养 液 , 具 4 MPa FAP Ft. FO 
棉 虹 样品 收集 后 立即 加 入 Trizol 试剂 ,并 放 入 液 氮 
中 快速 冷冻 后 , 置 于 -70% 冰箱 中 保存 备用 。 
1.2 棉 蚜 溶菌 酶 基因 片段 的 克隆 

根据 棉 蚜 表达 文库 得 到 的 棉 蚜 溶菌 酶 基因 片 
段 ,设计 特异 性 引物 LYS-IF 和 LYS-1R( 表 1) , LA 50 
3-5 日 龄 无 怒 棉 蚜 的 总 RNA[ 采 用 Trizol 1X8] x 
(Invitrogen 公司 ) 提 取 ] 为 模板 合成 cDNA. 第 一 链 。 
以 反 转录 合成 的 3 uL cDNA 为 模板 ,加 入 12.5 pL 
mix ( TaKaRa 公司 )、 正 反问 引物 各 1 pL (10 mmol/ 
L) 和 7.5 pL ddH,O 补足 至 25 pL Jei 2], ERA 
离心 机 中 简单 离心 后 , 放 入 Eppendorf PCR 仪 中 扩 
增 。PCR 反应 条 件 :94C 预 变性 5 min;94% 变性 1 
min ,58?C 4 PE 30 s,72°C 延伸 30 s, 共 35 个 循环 ; 
72°C 总 延伸 10 min,4 人 保存 。 扩 增产 物 用 1.596 Xi 

Hs Ee FEL UK 2r S JE TS UU,3fPH] Wizard DNA Gel 

Extraction Kit RAA UC AAA. E BT UC XE 
































接 到 PEAST-T3 载体 上 ,并 转化 到 大 肠 杆 丙 DH5a 中 
培养 ,而 后 挑 取 日 色 丙 洛 接种 于 含有 100 pg/ pL AW 
的 LB 培养 液 中 ,过 夜 震 沪 培养 后 提取 质粒 ,采用 丙 液 
PCR 方法 鉴定 重组 阳性 克隆 ,并 将 含有 目的 请 段 的 
液 送 南京 金 斯 瑞生 物 科 技 有 限 公 司 进 行 测序 。 
1.3 棉 蚜 溶菌 酶 基因 cDNA RJ 5' 末端 和 3' FR um 
3j 增 

根据 获得 的 CDNA 序列 ,分别 设计 合成 5 “末端 
和 3"“ 末 问 的 特异 性 引物 AGGSPI-5' 和 AGGSPI -3' 
(3€ 1) , 按 RACE 试剂 盒 提供 的 方法 分 别 进行 5 端 
和 3m AX PCR 扩 增 。 扩 增 反 应 体系 :3 uL cDNA 
模板 5 pL 10 x Taq buffer (Mg free) ,4 uL MgCl, 
(25 mmol/L) 4 uL dNTP mixture (2.5 mmol/L) 各 
1 uL 的 上 上 下游 引物 (10 mmol/L) ,0. 5 uL Tag 
polymerase (TaKaRa 公司 ) ,31. 5 uL ddH,O ,总 体积 
2450 uL, $2 35 Z& fF :947C 2 min; 10 个 循环 (94% 
15 s, 退 火 温度 由 65 "C EE 550 每 循环 降 1C ,退火 
时 间 30 s, 72 40 s) 之 后 扩 增 25 个 循环 (94°C 15 
s, 55% 30 s, 72% 40 s) ;72% 延伸 10 min。 扩 增 
产物 经 电泳 检测 发 现 ,5 ving a — $56 3 28 BI AY 3X f 
明显 的 目的 片段 。3 9m ESR 1 轮 扩 增 中 没有 得 到 日 
的 片段 ,而 继续 进行 第 2 $69 18. ORF 3'9m tB 1 $6 
PCR 产物 稀释 50 倍 作 为 模板 ,利用 设计 合成 的 3 
Km HY S|) AGNGSP2-3' (R 1) 继续 进行 扩 增 , 扩 
增 体系 与 第 1 轮 相 同 , 扩 增 条 件 :94%C 2 min; 94°C 
15 s, 55T 30 s, 72C 40 s 条 件 下 扩 增 35 个 循环 ; 
72*C iE IB 10 min。5' 和 3' 并 的 扩 增 产物 分 别 经 电 
泳 .条 市 回收 ` 连 接 和 转化 后 进行 序列 测定 。 























表 1 本 研究 所 用 的 引物 序列 


Table1 Primer sequences used in this study 


引物 名 称 引物 序列 (5" -3 ) 
Primer name Primer sequence 
LYS-1F ATGACGCGTAACCCGTCCGG 
LYS-1R ACTTTCCTCTGTTGTTGAC 
AGGSPI -5" GTAACACAAGCACCTCAT 
AGGSPI 3" TTACTGCGGTCCTTACTAC 
AGNGSP2-3' GTGACGGATTGTGATGATT 
LYS-3F ACGGATTGTGATGATTACG 
LYS-3R ACTTTCCTCTGTTGTTGAC 
AGISsRNA-F GAAAGATTGACAGATTGAGAG 
AGISsRNA-R TAGTTAGCAGGACAGAGT 
LYS4F GAATTCGGCCGATACGTGTCCAACTTGAA 
LYS4R AAGCTTTCAGTTAAACTTTCCTCTGTTG 


扩 增 片段 长 度 (bp) 用 途 


Purpose 


溶菌 酶 基因 cDNA 开放 阅读 框 扩 增 
Amplification of ORF of LYS cDNA 


Amplicon size 
500 


5'm RACE 
5' RACE 
3 ' 端 第 1 轮 扩 增 
1st round PCR of 3' RACE 
3 ' 端 第 2 轮 扩 增 
2nd round PCR of 3’ RACE 
溶菌 酶 基因 定量 PCR 
qRT-PCR of LYS 
ABA 16 


Amplification of the reference gene 


原核 表达 载体 的 构建 


Construction of prokaryotic expression vector 





121 


124 


405 
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1.4 à TE ES B8 sk EAT Jo RIAA 2 En S 
表达 





以 连接 棉 蚜 溶 菌 酶 基因 的 pEASY-T3 质粒 为 模 
板 , 利 用 市 有 酶 切 位 点 的 引物 LYS-4F 和 LYS-4R 
( 表 1) 进 行 PCR PI ASI WA BED HAA ba BEA 
的 信号 肽 部 分 ( 即 信 号 肽 被 前 切 ) , 扩 增 体系 和 条 件 
如 1.2 市 ;将 目的 产物 回收 并 连接 到 pEASY-T3 zx 
体 上 ,并 采用 PCR 扩 增 方法 鉴定 出 阳性 克隆 ;将 阳 
性 克隆 的 质粒 用 EcoR II Hind 焉 进行 双 酶 切 , 酶 
切 产 物 经 琢 脂 糖 电泳 回收 大 小 约 为 400 bp 左右 的 
片段 ,用 14 DNA 连接 酶 将 该 片段 与 经 过 同样 双 酶 
切 的 大 肠 杆 阔 表达 载体 pET-30a 连接 ,连接 产物 转 
化 至 大 肠 杆 阔 DH5o 中 , JETER AKA ERY LB 
ASPET ME ADE ae at PCR fiwe BA HE 
TERE, TAE IB EH T TS VN Pa AE DS] A, pET- 
30a-LYS, 

将 pET-30a-LYS 质粒 导 和 大肠 杆菌 BL21 
(DE3) 后 , 挑 取 单 菌落 接种 到 10 mL A8 FARE ER 
(150 mg/L) 的 LB 液体 培养 基 中 ,37C12 h 培养 后 ， 
按 1:50 的 比例 (vAv) 接 种 于 15 mL LB 液体 培养 基 
中 ,培养 至 ODa 20.6 左右 时 ,分 别 加 入 0,1,4,7 
和 10 pL PY Ze it RAB SLA (IPTG ,40 mg/mL), 
HE 25°C PSP A 8 h ,并 进行 SDS-PAGE @ A HE 
VK ,检测 棉 蚜 溶菌 酶 基因 目标 蛋白 的 表达 情况 。 电 
泳 结果 显示 1 pL IPTG 诱导 中 目标 蛋白 的 表达 量 最 
高 ,因此 取 2 mL 经 该 条 件 下 诱导 的 大 肠 杆菌 阔 液 ， 
经 12 000 r/min 离心 ,0.01 mol/L PBS 缓冲 液 (pH 
8.0) 悬 浮 后 ,用 超声 波 裂 解 (400 W ,超声 2 s, [R] Bf 
10 s ,重复 60 次 ) ,然后 在 12 000 r/min 条 件 下 离心 
裂解 液 10 min, A th LA AE. Æ EW MDE 
中 分 别 加 入 2 x SDS EER RIES , KTR a 
10 min, Hj 596 的 浓缩 胺 和 12% 的 分 离 胶 进行 SDS- 
PAGE 电泳 ,检测 杭 师 洲 丽 酶 基因 的 外 源 表 达 重 日 
在 上 清和 沉 泻 包涵 体 中 的 分 布 情况 。 

1.5 不 同日 龄 和 不 同 寄主 植物 上 棉 蚜 溶 菌 酶 基因 
的 表达 量 测定 

分 别 取 700 ng 1 — 19 日 龄 无 翅 棉 蚜 提 取 总 
RNA ,以 18S rRNA 基因 为 内 参 , 反 转录 后 进行 灾 光 
定量 PCR ,所 用 引物 序列 见 表 1。 在 反 转 录 前 用 
gDNA Eraser 处 理 总 RNA 去 除 基 因 组 DNA, XE 
定量 PCR 扩 增 条 件 :95%C 30 s,95*C 5 s,60%C 34 s, 
40 个 循环 。 每 个 样品 重复 测定 3 X. EH TTE UE 
3 个 生物 学 重复 。 

将 20 头 芮 瓜 上 饲养 的 栅 师 母 师 分 别 转 接 到 新 















































鲜 的 黄瓜 、 开 豆 和 西戎 户 时 户 上 产 仔 10 Ph, 保 留 20 
头 仔 蚜 后 挑 除 母 蚜 。 棉 蚜 分 别 在 这 3 种 植物 叶 刻 上 
连续 饲养 到 第 5 代 时 ,收集 15 Sk 5. H it 2088 f E UE 
ÍT RNA 提取 和 棉 蚜 咨 曾 酶 基因 相对 表达 量 的 定量 
PCR 检测 ,测定 方法 同上 。 不 同 寄主 植 物 上 饲养 的 
栅 蚜 分 别 做 3 ~4 次 生物 学 重复 。 
1.6 数据 分 析 

栅 师 涂 丽 酶 基因 完整 阅读 框 用 ORF finder 软件 
预测 ,信号 肽 使 用 SignaIP4. 1 server 进行 在 线 分 析 。 
氨 基 酸 序列 分 析 采 用 生物 信息 学 在 线 工具 ( http:// 
www. expasy. org/tools/pi_tool. html) 进行 。 基 因 同 
源 性 比较 采用 NCBI 中 的 BLAST 工具 分 析 。 不 同 物 
种 溶菌 酶 基因 序列 经 ClustalW 比 对 后 ,用 MEGA 
6.0 软件 中 的 邻接 法 (NJ) ,在 1 000 次 bootstrap 检 
测 后 构建 出 系统 发 育 树 。 

棉 是 溶菌 酶 基因 的 相对 表达 量 采 用 27 ^^^ JT 
法 计算 。 基 因 相 对 表达 量 在 不 同日 龄 或 不 同 寄 主 植 
物 上 的 柳 蚜 间 的 差异 显 闭 性 均 采 用 Tukey 氏 多 重 比 
较 法 判断 。 统 计 分 析 在 IBM SPSS Statistics 19 中 
PEAT 
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2.1 棉 蚜 溶菌 酶 基因 的 全 长 与 序列 分 析 

VA Fe E NI Zo TS] cDNA 第 1 链 为 模 
板 , 利 用 LYS-1F 和 LYS-1R 引物 进行 PCR 扩 增 , 获 
得 了 大 小 约 500 bp 的 目的 条 带 ( 图 1: A)。 该 条 市 
测序 结果 与 更 豆 蚜 的 溶 凋 酶 基因 序列 的 一 致 性 达 
9096 ,说 明 所 获得 的 基因 为 柳 蚜 的 溶 苗 酶 基因 ,将 其 
命名 为 AgLYS ( GenBank 登录 号 : KY575341 ) 。 
AgLYS FE 5' ving A 3' vig Zp HI Aq 187 和 271 个 碱 基 
(图 1: B), 5'9mj aR HR cDNA 片段 有 
147 个 碱 基 重复 ,而 3 ving CDNA Hr Be A 129 个 碱 
AERE ,表明 5'9mpRI 3 9m PP ZG ARS cDNA 来 源 同 
一 基因 ,并 日 AgLYS 基因 的 全 长 约 为 680 bp( 图 2)。 

ORF Finder 预测 结果 表明 , 棉 蚜 AgLYS 基 
cDNA 编码 区 全 长 为 516 bp 5 sgt EA i3 p« K 25 bp, 
3' wig TE dg KRK 139 bp, HE Se Zg fd 172 ^P S4 REA 
FE, UMS AKA HE N 端的 第 36 - 37 氨基酸 
残 基 之 间 ( 图 2)。 
2.2 棉 蚜 AgLYS 与 其 他 物种 溶菌 酶 基因 的 氨基 酸 
序列 比 对 

在 NCBI 上 通过 BLASTp 比 对 , 棉 蚜 AgLYS 与 半 
XH Ae BERI KE Nilaparvata lugens 的 溶菌 酶 基 
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图 1 AgLYS 基因 的 PCR 扩 增 产物 


Fig. 1 


PCR amplification product of AgLYS 


A: 溶菌 酶 基因 cDNA 片段 扩 增 Amplification of cDNA of AgLYS; B: A FA RBZE 3 #5 ig RACE 扩 增 Amplication of AgLYS in 3' and 5' RACE. 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1: AgLYS 基因 cDNA 片段 扩 增 产物 PCR product of AgLYS cDNA; 2: AgLYS 4N 5' Ym RACE 扩 增 产物 
Amplification product of AgLYS in 5' RACE; 3: AgLYS FER 3’ vig RACE 扩 增 产物 Amplification product of AgLYS in 3' RACE. 


i 


AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC 25 


26 ATGGGGAGTACGACAATGACGCGTAACCCGTCCGGACAGCGTTTTCTGACGTGCGCCGCC 85 


I'M orsa I I"M-IL-E MF à b EEOC T EAA 20 


86  GCAGCTGCACTGCTGCTGATCGCGTCGTGGCCGTCCATGACCACGACAGCCGGCCGATAC 145 


sje ae bL 028 [Do M.I-I TIAD IGE X 40 


146 GTGTCCAACTTGAACGTAAACTGCATGAGGTGCTTGTGTTACGCTTCCACCCTTTGCAAT 225 


a. Y 9 N.L 


N Y N C M RC 


L Gil A e d bt oR 60 


226 GCGACAGTCGGGTGCTCGCGCGGTTACTGCGGTCCTTACTACTTGTACCGCGATTACTGG 265 


oL A T Y Gt & KR € TY 


L 5C PI IY 


L3 Uu d d 8 80 


266 AAAGAAGCGGGCCAGTTGGTACTGCCCGACGACGACCCAGACCGGGACCAGGCGTTCGTT 325 
BL EB ACE Pe oe 0 0 EOS S ROB Ng 21-5 Y 100 
326 GACTGTGCTTCGAACATGGAATGCGCACAAAAGGTCGTCGAGAACTACATGGTCAAATGG 385 
OLD CoA 5 NM BG ER Y Y ENT MY E y 120 
386 GGAAAGGACTGCAACAAAGACGGCGTGACGGATTGTGATGATTACGCGAGGATTCACTTC 445 


121.6 


Roe oie RY a pd hea ur de 9 Rx. d 


H.E 140 


446 AACGGTCGTGAAGACTGTTCGGCCATTGAAAACACCAATTTCGGGAGGCGGTACGAAACG 505 


HLN -CYR E-D G4 


E NF Ue dX 1 160 


506 TGCCGGCCGGTCAACAACAGAGGAAAGTTTAACTGATGTTGTATACCTATCGAGAGACCA 565 


lol t; R.P Y NM N E t 


k T a 172 


566 AACTACGTGAACTCATTAATACTTACTATTACAACGTTATCATTTATATTAAAATTAAAA 625 
626 TGTACTGTATAATATATTGTTGCTATGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 680 
图 2 棉 蚜 AgLYS FEA BRE PI RHE AY SA ERR 91 
Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of AgLYS of Aphis gossypii 
方 框 内 是 预测 的 信号 肽 。The putative signal peptide is boxed. 


因 妥 基 酸 序 列 一 致 性 高 ,分 别 为 90% 和 53% ; 5j HA 
wW E ZRJUAE x. Tribolium castaneum Y PS BALA 24 FE 
Ee y.5,]— BEN 45% 。 系 统 发 育 树 结果 表明 , 棉 蚜 
浴 丙 酶 导 其 他 昆虫 和 海洋 动物 的 1 型 溶 丙 酶 聚集 在 
一 起 ,属于 ii 型 深 丙 酶 (图 3)。 
2.3 去 反 信 号 肽 序列 的 AgLYS 在 大 肠 杆 菌 中 的 诱 
导 表 达 与 检测 

将 重组 质粒 pET-30a-LYS 测序 , 结 采 表明 ,目的 
基因 AgLYS 插入 到 了 正确 的 位 置 ,并 且 读 人 码 框 正 




















确 。AgLYS 重组 后 的 大 肠 杆 函 经 1,4,7 和 10 pL 
IPTG(40 mg/mL) = 8 h 后 ,都 表达 出 了 20 kD Æ 
右 大 小 的 目的 集 日 ,而 没有 IPTG 诱导 的 对 照 组 没 
有 该 集 日 的 表达 (图 4)。 
2.4 AgLYS 表达 蛋白 的 可 溶性 检测 

经 1 pL IPTC YA aA pET-30a-LYS 质粒 的 
KITA , HER CERE , H ER RE BAUR HS P 
均 存 在 20 kD 的 集 日 (图 5) ,由 此 说 明 AgLYS 表达 的 
融合 和 集 白 能 以 可 溶性 集 白 和 包 汝 体 两 种 形式 存在 。 
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豌豆 蚜 Acyrthosiphon pisum XP. 001949318 
Hit Aphis gossypii KY575341 
dj Kil, Nilaparvata lugens AGK40905 
赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum EFA08596 
RIE Bombyx mori XP. 012545902 
HRH Drosophila melanogaster NP. 611163 
KI ZEKE Hirudo medicinalis AAA96144 
紫色 球 海胆 Strongylocentrotus purpuratus XP_788343 
刺 参 Stichopus japonicus ABK34500 
欧洲 海星 Asterias rubens AAR29291 
鲤鱼 Cyprinus carpio BAA95698 
xk Edit Anopheles darlingi AAB61345 
Aft Bombyx mori AAB40947 c-type 
HRH Drosophila melanogaster AAF47445 
St YE ZENG Ceratitis capitata XP. 012155684 
MES gj Dl Argopecten irradians AAX09979 
火 鸡 Gallus gallus CAA43320 g-type 
鲤鱼 Cyprinus carpio BAB91437 


i-type 








H3 WASKET A A EN AER NY AR RR A A 


Fig. 3 Phylogenetic tree of lysozyme genes of Aphis gossypii and other species based on amino acid sequences 


采用 邻接 法 , 目 举 检验 1000 次 ;图 中 标尺 为 遗传 距离 。Neighbor Joining method, with 1 000 bootstrap replicates. The scale bar represents the genetic 


distance. 





M kD 
—— 66.4 


oe — 44.3 


-—— — 29.0 





oe — 20.1 





oe — 14.3 


图 4 AgLYS 在 大 肠 杆菌 中 经 IPTG 诱导 表达 的 重组 蛋白 
Fig. 4 Recombinant protein of AgLYS expressed 
in Escherichia coli induced by IPTG 
M: 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1 -5: 分 别 
经 1,3,7, 10 和 0 uL IPTG 诱导 8 h 表达 蛋白 Recombinant proteins 
induced by 1, 3, 7, 10 and 0 pl IPTG, respectively, for 8 h. 





图 5 大 肠 杆 曾 裂解 液 上 清和 沉 演 中 的 AgLYS EA 





Fig. 5 AgLYS protein in the supernatant fluid and 


sediment of lysis buffer of Escherichia coli 


2.5 不 同日 龄 和 不 同 寄主 植物 上 棉 蚜 体内 AgLYS 


A: 上 清 Supernatant; B; YLE Sediment; M; 蛋白质 分 子 量 标准 


Protein molecular weight marker. 


AN |r] H ER tin Yt AgLYS 的 相对 表达 量 存在 极 9 日 龄 棉 蚜 体内 表达 量 较 低 ,在 11 PARLA 
WG AEST (Fy 236.036, P<0.001),AgLYS 在 1- 表达 量 升 高 ,而 在 17 -19 Hitt BEDV] A it 
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(图 6: A) 。 不 同 寄 主 上 饲养 的 棉 蚜 体内 AgLYS 表 
达 量 也 存在 极 显著 差异 (已 。 = 27. 176, P = 


70 A 
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相对 表达 量 
Relative expression level 


OR: D 9 
棉 蚜 日 龄 Day-old of cotton aphid 


相对 表达 量 
Relative expression level 
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图 6 不 同日 龄 (A) 和 不 同 寄主 植物 上 饲养 3 日 龄 (B) 无 翅 棉 蚜 体 内 AgLYS 基因 的 相对 表达 量 
Fig. 6 Relative expression levels of AgLYS in apterous Aphis gossypii aphids of different day-old 
(A) and 5 day-old reared on different host plants ( B) 

















图 中 数据 为 平均 数 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 字 母 表 示 AgLYS RA +e |B] FF LE Ab Sh HE Tukey RZE, P «0. 01), Data are mean + SE. 


Different letters above bars indicate extremely significant difference in AgLYS expression levels ( Tukey’ s range test, P «0.01). 


3 讨论 


本 研究 利用 RT-PCR 和 RACE 技术 获得 了 第 一 
条 棉 蚜 溶 阔 酶 基因 序列 ,其 开放 阅读 框 为 516 bp , 编 
码 172 4 BA SEBO , N 3g 36 个 氨基 酸 残 其 为 信号 
肽 序列 。 通 过 与 CenBank rp Hiftb I Pl B3 YA PESE BE 2A 
AE BA IN LL, f Hep Ej S x PETI TAE i Ha Sh 03 ak RE 
序列 一 致 性 很 高 (90% ) ,而 与 褐飞虱 的 为 53%。 基 
T YR SLE E DA] Shag i Sa HE i Pe A A SE 2 
Aa HH ,所 得 AgLYS 与 其 他 物种 的 i AY A R F 
一 类 ,由 此 推测 ,所 获得 的 柳 蚜 瓷 盏 酶 属于 i 型 。 

^H UI Fite ,i 型 溶 阔 酶 具有 抗 落 和 消化 双重 
活性 (Jolles and Jollés, 1984; Bachali et al., 2002; 
Callewaert and Michiels, 2010), Z& PREDA] HJ BE 
Ej f AE aU RT EC WS fc Xe B f E Ie yr CT ST, 
2016), HK Z ZU HB S VALE A EAE REPRE, 如 
Bucherna aphidicola, Regiella insecticola 和 Richettsia 
Æ (Douglas, 1996; Koga et al., 2003; Sakurai et al., 
2005; Lukasik et al., 2013), WARE , gni x; dep i A 
YA PR EE LR. n] RE TE ERE Buchnera W W] 3 Ee HP ee 
重要 作用 (Nakabachi et al., 2005; Nishikori et al., 
2009) , HIYA Buchnera 4 WS , J H. Vu d 
户 上 饲养 的 棉 师 Buchnera pal 1 3& Sj. & reg F RR 
棉花 上 的 栅 蚜 (Zhang et al., 2016). FAREM, 
Tig p] = B VES P. E Jer , SAS A PR DI B e 1 tet 
车 上 升 ,这 种 上 升 很 可 能 是 为 了 降解 高 密度 的 









































Buchnera 阔 。 男 外 ,1 -9 日 龄 杨 蚜 体内 溶菌 酶 基因 
的 表达 量 很 低 ,但 在 11 - 19 日 龄 期 显著 升 高 。 冈 比 
亚 按 蚊 1 型 溶 两 酶 基因 的 表达 模式 与 杭 贤 的 类 似 
( Paskewitz et al., 2008) 。 前 人 研究 表明 , gj xz ep E 
体内 的 Buchnera 44 pal ae J£ Bit T R H Wie A ST Se 
现 出 和 完 升 高 后 下 降 的 趋势 ,并 且 在 出 生 后 10 d 左右 
达到 最 遍 ,然后 开始 下 降 ( Koga et al., 2003) 。 我 们 
检测 杨 蚜 体内 Buchnera 密度 时 也 发 现 有 随 日 龄 增 
加 而 先 增 高 后 下 降 的 趋势 。 因 此 ,我 们 推测 时 虫 体 
内 的 次 两 酶 基因 在 师 虫 防御 病 丙 侵 染 过 程 中 起 重要 
作用 ,并 且 该 基因 的 表达 与 师 虫 体内 的 共生 函 密 度 
相关 联 , 随 师 虫 体内 共生 霄 数量 的 增加 而 上 调 表达 ， 
从 而 能 起 到 有 效 降 解 细 菌 的 作用 。 不 过 , 棉 蚜 的 溶 
丙 酶 与 共生 元 种 群 密度 的 关系 还 需要 进一步 全 冤 。 

迄今 为 止 , 已 在 很 多 海洋 动物 上 得 到 了 a: NS 
画 酶 基因 序列 ,并 对 其 在 大 肠 杆 秃 中 的 表达 产物 的 
纯化 \ 抗 菌 作用 、 抗 阔 条 件 的 优化 等 已 有 一 些 人 研究 
(Matsumoto et al., 2006; Itoh and Takahashi, 2007; 
Cong et al., 2009 )。 虽 然 在 昆虫 中 也 发 现 了 很 多 i 
型 溶 阔 酶 基因 ,但 目前 还 没有 对 昆虫 TRE REESE 
TT IVER IA ATE Ait PA VE AA RIE. AS TSE 
Tips dp i PAS A EEE DSI 3 AK ASIA BS pET-30a 重 
?H RE AK Wa FF bal ETT Seb E A RIA, Ac 
AgLYS 能 够 在 原核 表达 体系 中 正确 表达 ,这 为 进 一 
步 研 究 棉 蚜 溶 苗 酶 基因 的 功能 和 和 集 白 结构 况 定 了 
基础 。 
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